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La presente invention concerne un conjugue de Calcitonine ou un de ses analogues avec du polyethylene 
glycol par couplage covalent, t un proc6d§ de preparation de ce conjugue. 

Dans la pr6sente demande on entend par "Calcitonine" (CT) I'une quelconque des drff6rentes calcitonines 
naturelles notamment la calcitonine humaine, de saumon ou d'anguille. Et "par analogue de la Calcitonine" on 
5 entend un analogue biologique actif d'une d s calcitonines naturelles ayant une activity de m§me nature et 
poss6dant une sequence d'acides amines substantiellement identique £ cell d'une des calcitonines naturelles. 

La Calcitonine est une hormone peptidique r6gulant rhom6ostasie calcique et exer$ant des ffets biolo- 
giques sur I'os, le rein, le systeme gastro intestinal et le systeme nerveux central. Elle est utilis6e en th6rapeu- 
tiquedans plusieurs situations pathologiques dontl'osteoporose, I'hypercalcemie, la maladie de Paget, la pan- 
to creatite aigue et I'atrophie de Sudeck. Aucune methode ne permettant actuellement I'administration orale dans 
des conditions satisfaisantes, elle est administr6e par voie parenterale (injections IM, SC, IV et r6cemment 
spray nasal). Plusieurs types de calcitonines (CT) sont utilises, notamment la CT humaine synthetique, la CT 
de saumon synthetique, la CT d'anguille ou un analogue synthetique et la CT naturelle de pore. 

Certains analogues biologiquement actifs et ayant une activite de meme nature que celle des calcitonines 
15 ont ete decrits possedant substantiellement les memes sequences d'acides amines que les calcitonines na- 
turelles (voir entre autres celles des references I & 8). II s'agit en general de polypeptides reproduisant la meme 
sequence qu'une calcitonne naturelle avec eventuellement une ou deux deietion(s) et/ou dont quelques acides 
amines sont modifies par rapport & cette calcitonine naturelle ou de polypeptides composes par I'assemblage 
de portions de diff6rentes calcitonines naturelles eventuellement modifi6es comme indique ci-dessus. 
20 Les sequences des drff6rentes calcitonines naturelles ont 6te d6crites (references I & 10). 

L'injection de CT heterologue & I'homme (saumon, anguille, pore,...) provoque r6gulierement I'apparition 
d'anticorps anticalcitonines. Ceux-ci peuvent etre Ires prejudiciables dans certaines circonstances. La CT hu- 
maine homologue n'induit habituellement pas la formation d'anticorps. Cependant, I'activite specifique de la 
CT humaine est environ 40 fois inf6rieure & celle de la CT de saumon. Cette difference d'activite, qui implique 
25 ('utilisation de doses beaucoup plus eievees de ce coOteux produit pour obtenir le meme effet therapeutique, 
est attribuee & plusieurs facteurs et notamment : 

- une plus grande resistance & la degradation enzymatique de la CT de saumon par rapport e la CT hu- 
maine (reference II) 

- une demi-vie plasmatique prolong6e pour la CT de saumon par rapport & la CT humaine (reference 12) 
30 - une meilleure affinite de la CT de saumon pour le recepteur membranaire specifique par rapport & la CT 

humaine (reference 13). 

Le but de la presente invention est de fournir une forme de calcitonine 

- dont Timmunogenicite et/ou I'antigenicite est reduite de maniere & eviter les effets prejudiciables lies & 
la reponse immunitaire, par exemple une Calcitonine de type saumon & haute activite specifique mais de- 

35 pourvue d'inconvenients lies e la sensibilisation ; 

- et/ou dont I'activite specifique serait augmentee en raison (a) d'une affinite pour le recepteur conservee 
ou accrue et (b) d'une biodisponibilite am6lior6e notamment par augmentation de la demi vie plasmatique 
et/ou de la resistance k la degradation enzymatique. 

Des conjugu6s de polyethylene glycol et de proteines ont 6te decrits dans la litterature (references I3.I4). 
40 Ces conjugu6s presentent les caracteristiques suivantes : 

- une reduction de Timmunogenicite et I'antigenicite de la proteine 

- une augmentation de la demi-vie plasmatique de la proteine 

- eventuellement une augmentation de la resistance £ la degradation enzymatique 

- eventuellement une conservation des proprietes biologiques de la proteine. 

45 Les conjugues decrits comportent gen6ralement des proteines ou des polypeptides de haut poids moie- 

culaires (^ 10.000) sur lesquels sont couples un grand nombre de polymeres de polyethylene glycol sur diffe- 
rents sites des proteines (au moins 3 et g6neralement plus de 10), le plus souvent par reaction avec les groupes 
amines des lysines (ou des arginines) qui sont soit totalement substitutes soit le plus souvent partiellement 
substitutes de maniere aieatoire aboutissant & un produit final heterogene. 

so On a observe selon I'invention que le couplage de polyethylene glycol £ des polypeptides de petits poids 

moieculaires (^ 10.000) pose des probiemes tr6s differents de celui & des polypeptides macromoieculaires. 
D'une part, le couplage d'un polyethylene glycol de P.M. 5000 (par exemple) influence fortement les proprietes 
biologiques d'un peptide de taille equivalente ou inferieure (par exemple la Calcitonine gui a un poids moiecu- 
laire de 3500), et ceci a fortiori si plusieurs polymeres de polyethylene glycol sont couples. En d'autres termes, 

55 il s'ensuit une perte de I'activite biologique, par exemple par reduction de I'affinite au recepteur dans le cas 
d'un peptide ligand. D'autre part, le nombre de polymeres de polyethylene glycol ou la densite de polymeres 
de polyethylene glycol n6cessaire pour obtenir les caracteristiques attendues ne sont pas non plus connu s 
dans la litterature. II n'est done pas possible de prevoir si un, deux, trois polymere de polyethylene glycol ou 
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plus, couples aux polypeptides de petits poids moieculaires permettent de reproduire les quaiites obtenues 
avec un grand nombre de polymeres de polyethylene glycol sur des p ptides macromoieculaires. 

Les couplages sont en general effectu6s sur les fonctions NH 2 des polypeptides parce que ce couplage 
peut etre realise par une approche directe ne n6cessitant pas la protection d'autres group s r6actionnels. En 
5 dehors de sa simplicity cette t chnique presente egalement un moindre risque d' ntrainer une modification 
structurelle des polypeptides macromoieculaires au cours du proc6d6. 

Des methodes de couplage de polyethylene glycol s6lectives adaptees £ d'autres sites du polypeptide, 
n'ont pas 6te d6velopp6es avant la presente invention. 

Or on a decouvert selon ('invention, que le site de couplage a une importance predominate sur I'effet ob- 
10 tenu. 

Dans le cas particulier de la Calcitonine, un conjugue avec du polyethylene glycol est d6j& d6crit dans le 
brevet EP0400472A2. II s'agit d'un conjugue de polyethylene glycol et de Calcitonine ou deux molecules de 
polyethylene glycol greff6es sur un "spaced poss6dant une fonction carboxyle ou autre susceptible de r6agir 
avec une fonction amine, sont ajoutees par couplage dudit "spacer" sur chacune des fonctions amine reac- 
ts tionnelles de la calcitonine d'anguille via ladite fonction reactive du "spacer". Une augmentation de demi-vie 
plasmatjque de ce produit est d6crite mais I'affinite pour le r6cepteur n'est pas presentee. Les inventeurs ont 
reproduit un couplage d'un polyethylene glycol sur les memes fonctions amines r6actionnelles de la calcitonine 
et confinme I'augmentation de demi vie plasmatique. Dependant, ce produit a perdu sa capacite de liaison au 
recepteurmembranaire de la calcitonine, du moins de maniere significative (< 0,5 % parrapport £ la CT intacte, 
20 cf. exemple 2) et ne presente plus d'activite hypocalcemiante in vivo comparable (cf. exemple 5), ce qui confir- 
me la perte ou la reduction drastique d'activite. D'une maniere plus gen6rale, cela d6montre aussi ['impossible 
extrapolation des donnees obtenues avec les proteines macromoieculaires de grande taille k des petits poly- 
peptides specifiques. 

La pr6sente invention fournit un conjugue de Calcitonine et de polyethylene glycol, caracterise par le cou- 

25 plage du polyethylene glycol sur un groupe carboxyle libre de la Calcitonine. . 

Plus precis6ment, la pr6sente invention a pour objet un conjugue de Calcitonine ou un polypeptide ana- 
logue avec un ou plusieurs compos6(s) polymerique(s) comportant chacun un ou plusieurs polymere(s) de po- 
lyethylene glycol, par lien covalent du ou desdits compos6(s) polym6riques avec respectivement un ou au 
moins un groupe carboxyle de la Calcitonine ou son analogue. 

30 Les calcitonines possedent en effet au moins un groupe carboxyle libre, en g6n6ral en leur acide amine 
en position 15. II s'agit soit d'un acide aspartique, en particulier dans la calcitonine humaine, de rat, de boeuf 
ou de mouton, soit d'un acide glutamique en particulier dans la calcitonine de saumon ou celle d'anguille et 
leurs analogues. La calcitonine de pore possedeun acide amine acide unique en position en position 30 (30- 
Glu). Certaines Calcitonines possedent deux voire trois acides amines acides. Ainsi les calcitonines d'anguille 

35 et de poulet en possedent deux en position 15 et 26 (15-glu et 26-Asp), les calcitonines de bovin et de mouton 
en possedent egalement deux en position 15 et 30 (I5-Asp et 30-glu). 

Le couplage sur une fonction carboxylique resulte en un couplage sp6cifique et reproductible du compose 
polym6rique dans une ou deux position(s) toujours identique(s) et specifique(s) du polypeptide. 

Lorsque le couplage se fait sur les fonctions NH 2 des acides amines Lys et Arg de la Calcitonine, ceci en- 

40 traine le couplage de polym6res de polyethylene glycol en des positions differentes de la calcitonine et surtout 
peut masquer des epitopes biologiquement actifs, compte tenu de la localisation et de la fonction des acides 
amines Lys et Arg dans les calcitonines. 

Contrairement aux produits cites plus haut, la Calcitonine conjugu6e avec du polyethylene glycol en po- 
sition 15 conserve une affinite de liaison avec le r6cepteur comparable £ la CT non modifi6e (exemple 3) et une 

45 activite hypocalcemiante in vivo egalement semblable (exemple 6). Elle presente egalement Tavantage d'une 
demi-vie plasmatique proiongee (exemple 4) ainsi que le masquage seiectif d'un epitope antig6nique, le cou- 
plage etant realise dans un site immunologiquement r6actif sans interf6rer avec le site biologiquement actif 
(exemple 5). 

Plus g6n6ralement la presente invention a done pour objet un conjugue de Calcitonine ou un polypeptide 
so analogue poss6dant substantiellement la meme sequence d'acides amines qu'une Calcitonine naturelle,et no- 
tamment au moins un acide amine acide en particulier en position 15, et une activite biologique de meme nature 
qu'une Calcitonine naturelle, avec un ou plusieurs compos6(s) polym6rique(s) comportant chacun un ou plu- 
sieurs polym6re(s) de polyethylene glycol, par lien covalent du ou desdits compos6(s) avec le ou les groupe(s) 
carboxyle(s) de la Calcitonine ou son analogue en des positions qui n'alterent pas n6gativement son activite 
55 biologique, notamment un groupe carboxyle d'un acide amine en position 15 de la Calcitonine ou son analogue. 

Le couplage du compose polym6rique sur la ou les fonction(s) carboxyle(s) accessible(s) de la Calcitonine 
ou son analogue n'exclut pas n6cessairement son couplage sur une autre fonction accessible dont le couplage 
sur cette position n'altere pas n6gativement I'activite biologique de la CT ou son analogue. 
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Dans un mode d realisation done le compose polymerique est couple sur le groupe carboxyle accessible 
n position 15 de ia Calcitonine ou son analogue sans n6cessairement xciure le coupiage d'un autre compost 
polymerique sur un autre carboxyle ou une autre fonction accessible de la Calcitonine ou son analogue. 
Le compose polymerique & base de polyethylene glycol peut etre couple & cette fonction carboxyle de la 
5 Calcitonine ou son analogue, via une fonction chimique reactive susc ptible de se coupler de fagon stable & 
un fonction carboxyle libre de la Calcitonine ou son analogue. 

De preference le coupiage covalent consiste en un lien peptidique amide -CONH- ntre ledit groupe car- 
boxyle de la Calcitonine ou son analogue et une fonction NH 2 dudit compose polymerique comportant un ou 
plusieurs polymeres de polyethylene glycol, mais bien entendu d'autres types de lien chimique peuvent conve- 
10 nir. 

Ladite fonction NH 2 peut §tre greffee directement sur un unique polyethylene glycol de preference & une 
de ses extr6mites ou elle peut etre portee par un groupement chimique faisant office de bras de liaison ("linker 
ou spacer") entre le ou les polymere(s) de polyethylene glycol et la Calcitonine ou son analogue. Ce bras de 
liaison peut notamment consister en un radical hydrocarbone Iin6aire ou cyclique dans lequel un ou plusieurs 

15 CH 2 peuvent §tre remplac6s par O, N ou S, tel qu'un alkyl, un aryl ou un heterocycle, sur lequel est ou sont 
greffe(s) le ou les notamment 2 £ 4 polymeres de polyethylene glycol, en g6n6ral & une de leurs extremes. 

Dans ce cas, ledit compose polymerique est constitue par ledit bras de liaison portant une fonction NH 2 , 
et le ou lesdits polym6re(s) de polyethylene glycol dont la fonction hydroxyle & leur extremite terminale libre 
est de preference substitu6e par un groupe alkyl tel que methyl de maniere & donner un groupe terminal alcoxy, 

20 tel que methoxy. 

Des derives de polyethylene glycol portant un ou plusieurs groupe(s) NH 2 ont ete decrits dans la litterature 
ou peuvent etre obtenus d'une maniere gen6rale par des proc6d6s conventionnels bien connus de Thomme 
de Tart (voir notamment references 15 £ 18). 

Ainsi, des derives de polyethylene glycol appropries sont par exemple ra-amino-©-m£thylpoly(oxyethyl£- 
25 ne) de formule NH 2 (CH 2 CH 2 0) n CH 3 (ou a(2-amino6thyl)-a)-methoxypoly(oxyethyiene) de formule : 

CH 3 0-[CH2CH 2 0] n -CH 2 CH2NH2) ou le groupe amine est directement greffe sur le polyethylene glycol ou un 
derive avec un bras intermediate tel que NH 2 -(CH 2 ) n -NH-CO-0-CH 2 -CH 2 -0(CH 2 CH 2 0) n CH 3 . Ces composes 
sont disponibles dans le commerce. D'une maniere generate, comme on I'a d6j£ mentionne, on peut utiliser 
tout compose comprenant un ou plusieurs polym6re(s) de polyethylene glycol et une fonction amine libre pour 
30 le coupiage au groupe carboxyle de la Calcitonine ou son analogue, et plus particulierement un polyethylene 
glycol homopolymere possedant d'une part un groupe NH 2 terminal £ une extr6mite, soit directement greffe, 
soit reiie par un bras, et d'autre part un groupe OH terminal £ I'autre extr6mit6 qui est de preference substitue 
avec un groupe alkyl tel que methyl pour donner un groupe alcoxy de preference methoxy. 

L'exemple I decrit une voie de synthese de i'amino-methylpoly(oxyethyiene) mentionne ci-dessus ; toute- 
35 fois, d'autres voies de syntheses de ce compose ont 6te d6crites (notamment reference 15). 

Dans les formules ci-dessus n et n' represented des nombres entiers variables suivant le poids moieculaire 
du polymere concerne. 

Le conjugue comprend de preference un ou plusieurs polymere(s) de polyethylene glycol, ou 
poly(oxyethyiene) de poids moieculaire entre 500 et 20.000, de preference de 4.000 £ 10.000. 

40 La presente invention a egalement pour objet un procede de preparation d'un conjugue selon ('invention, 

caracterise en ce que Ton effectue un coupiage peptidique entre la fonction carboxyle de la calcitonine ou d'un 
de ses analogues, et un groupe NH 2 d'un compose comportant un ou plusieurs polymeres de polyethylene gly- 
col, par un lien amide. L'etape de coupiage proprement dite s'effectue sur une fonction carboxyle de la CT qui 
n'est plus libre mais activee parun groupe activateurde fonction acide conventionnel ; ceci implique egalement 

45 la protection precedente des fonctions amines de la CT egalement par un groupe protecteur conventionnel, 
tel que le groupe fmoc. 

Dans un mode de realisation la Calcitonine ou son analogue possede un unique acide amine acide (as- 
partiqueou glutamique) en position 15. II peut done s'agir par exemple d'une calcitonine de saumon ou d'anguille 
ou un analogue avec un acide glutamique en position 15 de sa sequence d'acides amines, ou une calcitonine 
so humaine ou un analogue avec un acide aspartique en position 15 de sa sequence ou acides amines. La subs- 
titution d'un acide glutamique par un acide aspartique ou vice versa est evidemment possible dans un analogue 
synthetique de ces Calcitonines. 

D'autres caracteristiques et avantages de la presente invention apparaitront £ ia iumiere des exemples 
qui vont suivre. 

55 
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Example I 

Synthase d ra-amino-o>-m6thyipoly( xyethyldne) u a(2-amino6thyl)-a>-m6thoxypoly(oxy6thyiene) 

5 (I) line solution de 200 g de monom6thylpoly(oxyethyl6ne) 5.000 [CH3-(OCH 2 CH2)n-OH] dans l,4 litre de 

toluene est chauff6e £ reflux t concentr6e. Apr6s distillation de ca 800 ml de toluene, le toluene r6siduel 
est ecarte d'abord sous vide moyen (16 mm Hg) ensuite sous haut vide (0,2 mm Hg ). 
On ajoute au r6sidu 400 ml de pyridine, 200 mg de dim6thyl-aminopyridine (DMAP) et 450 ml de dichlo- 
romethane. A la solution, refroidie £ 0°C est ajoute sur une p£riode de 20 mn 38 g de chlorure de p-tolu£- 

10 nesulfonyle dans I60 ml de dichloromethane. On agite durant 16 heures durant lesquelles la temperature 

remonte £ I2°C. 

On refroidit ensuite le melange £ 0°C, on y ajoute 30 g de glace et aprfes avoir agite durant 30 minutes on 
diverse le melange sur une solution de 550 ml de HCI (2 Mol) et I kg de glace. On extrait avec 200 ml de 
dichloromethane (3x). La phase organique est ensuite Iav6e successivement avec 250 ml de 3 M HCI, avec 
is une solution de NaCI satute et de NaH C0 3 . Apr6s sechage sur du MgS0 4 , on filtre et concentre jusqu'£ 
400-500 ml. La solution visqueuse est ajoutee goutte £ goutte £ 1,5 litre de hexane sous forte agitation (m6- 
canique de preference). On agite ensuite encore durant 2 heures pour cristalliser le tout. Le solide est filtre, 
lave £ Phexane et s6ch6 sous vide (0,2 mm Hg). 

(2) Un melange de 100 g de tosylate obtenu pr6cedemment dans 500 ml de solution d'hydroxyde d'amm- 
20 nonium (25 % NH 3 en H 2 0) est chauffe dans un autoclave £ !20°C durant 2 heures. Apres refroidissement 

Texces d'ammoniac est distilie sur un bain £ I20-I30°C jusqu'£ ce que la temperature de la vapeur atteigne 
90°C. Apr6s refroidissement on ajoute 30 ml de NaOH 2 M. On extrait au dichloromethane et s£che sur 
MgS0 4 . Apres filtration et concentration le r6sidu est repris dans 500 ml de toluene. Cette solution est 
chauff6e & 40°C, on y ajoute ensuite 150 ml d'isooctane. On refroidit £ 5°C. Le pr6cipit6 est filtre et Iav6 
25 successivement au (I) tolu£ne-isooctane (1:1) et (2) & Tisooctane. On seche ensuite sous vide (0,2 mm Hg). 
On obtient ainsi 97 g de polym6re amine. 

Example 2 

30 Synthase d'un conjugue PEG NH2 - CALCITONINE DE SAUMON 

PEGNH 2 repr6sente Tamino methyl poly(oxyethyiene) de I'exemple I 

- Une solution de 30 fimoles de fmoc-CTS (le groupe fmoc protegeant les fonctions NH 2 de la CTS) dans 
3 ml de DMF (dimethylformamide) est activee avec 300 nmoles de DCCI (dicyclohexylcarbodiimide) et avec 

35 300 jimoles de NHSI (N-hydroxysuccinimide), pendant I heure, & temperature ambiante. 

- On y ajoute ensuite 90 ^moles de methyl poly(oxy6thyiene) amine d'un poids moieculaire moyen de 5000, 
pendant 18 heures, & temperature ambiante. 

- Apres cette etape, 300 ^ de diethylamine y sont ajoutes, pendant I heure £ temperature ambiante. 

- Ensuite, on y ajoute 2 ml d'acide acetique 2 M„ avant d'6vaporer le tout sous vide. 

40 - Le derive PEG NH2-CTS (PEG-NHCO-CTS) est alors isoie par HPLC, sur phase inverse CI8. 

- II est £ noter que la methode d6crite pr6cedemment est applicable pour toute calciconine ou analogue 
ayant un groupe carboxylique iibre en position 15. 

Ainsi, un conjugue PEG NH2-Calcitonine humaine est 6galement obtenu, par la methode de couplage £ I'acide 
aspartique en position 15 (en lieu et place de I'acide glutamique en position 15 dans la calcitonine de saumon). 

45 

Exemple 3 

Reconnaissance du conjugue PEG NH2-CTS par ies rtcepteurs membranaires 

so In vitro, le conjugue PEG NH2-CTS est toujours bien reconnu par les r6cepteurs membranaires isoies £ partir 
de reins de rats selon la methode d6crite dans : "Methods in Enzymology, vol. 109, 1985". 
Cette reconnaissance n'est plus valable avec un autre conjugue de polyethylene glycol (PEG-COOH) et de 
CTS, ou les PEG sont couples sur les fonctions aminees libres de la calcitonine, selon une technique classi- 
quement d6crite pour le couplage PEG aux proteines. Le derive PEG-COOH utilise 6tait le m6thoxypoly6thy- 

55 fene glycol-succinimidyl succinate (sigma M3I52). 

Ceci demontre bien I'importance de maintenir les fonctions amines libres des 2 lysines (ou arginine en cas de 
substitution de la lysine par de Targinin ) de la calcitonine de saumon pour Tintegrite de son activite biologique. 
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ft/ _i 

% de reconnaissance par 






recepteurs membranaires 


CTS 




1 UU 70 


PEG 


NH2-CTS 


85 % 


PEG 


COOH-CTS 


«C 0,5 % 



Les valeurs de pourcentage de reconnaisance par les recepteurs figurant dans ce tableau sont extrapoiees 
comme suit, sur la courbe d'inhibition donnee en annexe I : 
15 * une dilution de I/200.000 du conjugue PEG-NH2-CTS devrait donner une valeur theorique de 3.5 ng/ml ; 

la valeur experimental est de 3 ng/ml = = 85 %. 

* une dilution de I/500 du conjugue PEG-COOH-CTS devrait donner une valeur theorique de 4 jxg/ml ; la 
valeur experimental est de 6.5 ng/ml (< 0,5 %). 

20 Exemple 4 

Demi-vie plasmatique du conjugue PEG NH2-CTS 

La calcitonine de saumon (35 *ig/kg) et le derive PEG-NH2-CTS (35 ng/kg) ont 6te administr6s en injection 
25 intraveineuse & des lapins. 

Des echantillons sanguins sont ensuite pr6lev6s r§gulferement. Afm de determiner la demi-vie plasmatique du 
conjugue PEG-NH2-CTS, les echantillons s6riques sont dos6s & I'aide d'un RIA ayant une sensibility de I00 
pg/tube. 



30 


Demi-vie plasmatique 




CTS 


52 min. 


35 


PEG NH2-CTS 


130 min. 



40 II est £ noter que lors d'une injection intramusculaire la demi-vie plasmatique du conjugue PEC NH 2 -CTS 

est considerablement plus prolong£e par rapport e la Calcitonine native en raison d'une resorption ralentie du 
conjugue ("effet depot"). 

Exemple 5 

45 

Masquage d'un epitope immunoreactif par le couplage d'une molecule de PEG en position 15 de la 
Calcitonine 

Un conjugue de polyethylene glycol amine couple sur Tacide aspartique de la calcitonine humaine a ete synthe- 
50 tise suivant la methode decrite k I'exemple 2. 

On dispose d'un dosage immunoradiometrique pour la Calcitonine humaine, utilisant 2 anticorps monoclonaux 
reconnaissant 2 epitopes differents sur la calcitonine humaine. 

Par ce dosage, le derive PEG-NH2-CTH n'est plus reconnu qu'£ 0.4 % par rapport a la calcitonine humaine. 
Ceci signrfie qu'au moins un epitope de la calcitonine humaine se trouve masque par le couplage en position 
55 15 d'une molecule de PEG. 

II y a done une modification de I'antig6nicite de la calcitonine, de parson couplage au PEG, qui diminue for- 
tement sa reconnaissance par des anticorps. 
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CThumaine 


PEG NH2-CThumame 


5 


Concentration theorique : 


740Mg/mi 


740|jg/ml 




Concentration dosee par 






10 


TIRMA : 


730|jg/ml 


3Mg/ml 



15 Exemple 6 

Activity hypocalc6mique du conjugu6 PEG-NH2-CTS 

Selon le protocole d6crit dans ia pharmacop6e europ6enne, des rats (OFA) ont 6t6 inject6s en i.v. soit avec 
20 de ta CTS, soit avec le oonjugu6 PEG NH2-CTS synth6tis6 selon la m6thode d6crite & I'exemple 2, soit avec 

le conjugu6 PEG-COOH-CTS d6ja utilise dans I'exemple 3 (correspondant au couplage sur les amines). 

Une hypocalc6mie significative apparent I heure aprSs que les rats aient re$u une dose de couplage PEG-NH2- 

CTS identique k la dose contrdle de CTS (3 pM/rat, 6guivalent d 40 mUl pour la CTS). 

Par contre, avec une m§me dose du conjugu6 PEG-COOH-CTS, aucune hypocalc6mie n'est provoqu6e I heure 
25 apr6s ('injection. 



30 


Produit injecte 
en i.v. : 


40 mUI de CTS 


40 mUI de Peg- 
NH2-CTS 


40 mUI de Peg 
COOH -CTS 




% de chute de la 
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calcemie 1 heure 


28 % 


24 % 


4 % 




apres Tinjection 






(non significatif 










si«cl0 % ) 
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Revendications 

50 

1. Conjugue de Calcitonine ou un polypeptide analogue avec un ou plusieurs composes) polym6rique(s) 
comportant chacun un ou plusieurs polymdre(s) de polyethylene glycol par lien covalent du ou desdits 
composes) avec respectivement un ou au moins un groupe carboxyle de la Calcitonine ou son analogue. 

55 2. Conjugue selon la revendication 2, caracterise en ce que un dit compose polymerique est lie avec le grou- 
pe carboxyle d'un acide amine acide en position 15 de la Calcitonine ou son analogue. 

3. Conjugue de Calcitonine selon la revendication 1 ou 2, caracterise en c que ledit compose comporte une 
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fonction amine libra et en ce que le lien covalent consiste en un lien amide -CONH- entre un dit groupe 
carboxyle de la Calcitonine ou son analogue et la fonction amine dudit compose. 

4. Conjugue selon la revendication 3, caracterise n ce que la fonction amine dudit compose est greffee di- 
r ctement sur un polymere de polyethylene glycol, notamment £ une de s s xtr6mit6s. 

5. Conjugue selon la r vendication 3, caracterise en ce que la fonction dudit compost st portee par un grou- 
pe chimique consistant en un radical hydrocarbon^ Iin6aire ou cyclique dans lequel un CH 2 peut etre rem- 
plac6 par un heteroatome S, N ou O, tel qu'un alkyl. un aryl, ou un heterocycle, sur lequel est ou sont 
greffe(s) un ou plusieurs polym6re(s) de polyethylene glycol. 

6. Conjugue selon la revendication 5, caracterise en ce que ledit compose est un polyethylene glycol homo- 
polymere poss6dant d'une part un groupe NH 2 terminal & une extr6mite, sort directement greffe, soit relie 
par un bras, etd'autre part un groupe OH terminal £ I'autre extr6mit6 qui est de preference substitue avec 
un groupe alkyl de preference methyl. 

7. Conjugue selon I'une des revendications 1 £ 6, caracterise en ce que ledit compose polym6rique est I'a- 
amino-a>-methyipoly(oxyethyiene). 

8. Conjugue selon I'une des revendications 1 e 7, caracterise en ce que ledit compose comprend un ou plu- 
sieurs poly(oxyethyiene) de poids moieculaire de 500 £ 20 000. 

9. Conjugue selon la revendication 8, caracterise en ce que le poJy(oxyethyiene) a un poids moieculaire de 
4000 & 10 000. 

10. Conjugue selon I'une des revendications 1 & 7, caracterise en ce que la Calcitonine est une calcitonine 
humaine de saumon ou d'anguilie ou un analogue avec un acide aspartique ou glutamique en position 15. 

11. Proc6d6 de preparation d'un conjugue selon I'une des revendications 1 & 9, caracterise en ce que Ton 
effectue un couplage peptidique entre la fonction carboxyle de la Calcitonine ou d'un des ses analogues, 
et un groupe NH 2 d'un compose comportant un ou plusieurs polymere(s) de polyethylene glycol, par un 
lien amide. 
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